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纳米 抗体 异 源 表达 的 研究 进展 


Tj, X287 
(天 津 大 学 化 工学 院 系统 生物 工程 教育 部 重点 实验 室 天 津 300350) 

摘要 骆驼 体内 存在 天 然 缺 失 轻 链 的 重 链 抗体 〔〈(HcAb )， 其 单 域 抗 原 结合 片段 也 称 为 VHH 
或 纳米 抗体 (nanobody，Nb)， 是 目前 已 知 的 最 小 抗原 结合 片段 。 与 传统 抗体 相 比 ， 纳 米 抗 
体 具 有 分 子 量 小 〈12-15SKDa) 、 稳 定性 好 和 免疫 原 性 低 等 特点 ， 这 些 特 点 使 得 VHH 在 基础 
研究 、 诊 断 及 治疗 上 具有 极 大 的 应 用 价值 ， 目 前 已 有 多 种 纳米 抗体 进入 了 临床 研究 阶段 。 本 
文 综 述 了 近年 来 VHH 在 革 兰 氏 阴 性 菌 〈 大 肠 杆菌 )、 革 兰 氏 阳性 菌 〈 节 孢 杆菌 和 乳酸 杆菌 )、 
酵 脉 、 丝 状 真菌 、 昆 虫 细 胞 、 哺 乳 动物 细胞 和 植物 细胞 中 异 源 表达 的 研究 现状 ， 包 括 表 达 系 
统 、 和 宿主 、 载 体 特 点 、 载 体 构建 方式 及 产量 等 ; 从 分 子 水 平 、 表 达 水 平和 理性 设计 三 个 层面 
探讨 了 纳米 抗体 产量 提高 的 策略 ， ee ixl 
关键 词 纳米 抗体 VHH 异 源 表达 表达 系统 


Heterologous expression of nanobodies: A recent progress 


LI Dan, HUANG He" 
(School of Chemical Engineering and Technology, Key Laboratory of Systems Biotechnology 
of the Ministry of Education, Tianjin University, Tianjin 300350, China) 

Abstract Heavy chain antibodies(HcAb) without light chains are naturally produced by camelids. 
The single domain antigen-binding fragment of HcAb is referred to as VHH or nanobody (Nb), 
which is the smallest antigen-binding entity at present. Several characteristics such as low 
molecular weight, high stability, and low immunogenicity make the use of nanobodies superior to 
the conventional antibodies. Currently, nanobodies are highly valuable antibodies for various 
applications, including fundamental research, diagnostics, and therapeutics. A variety of 
nanobodies are investigated in clinical researches. This review focuses on the recent progresses of 
heterologous expression of nanobodies in seven expression systems, including Gram-negative and 
positive bacteria, yeasts, filamentous fungi, insect cells, mammalian cells and plant cells, and 
summarizes the expression systems, hosts, characteristics of vectors, construction of vectors and 
yield of nanobodies. The strategies to increase the yield of nanobodies are discussed from 
molecular level, expression level and rational design. 
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抗体 药物 已 经 成 为 生物 药物 最 有 潜力 的 产业 之 一 , 单 克隆 抗体 也 已 成 为 治疗 
诊断 领域 的 重要 工具 。2016 年 美国 FDA 批准 药物 中 大 约 30% 是 单 抗 药 物 ， 涉 
及 癌症 、 呼 吸 道 、 免 疫 、 感 染 等 方面 叫 .2007 年 , Ablynx ZS 5] #2 1a] vWF 的 ALX-0081 
纳米 抗体 进入 临床 研究 , 这 是 首 个 进入 临床 阶段 的 纳米 抗体 。 但 是 单 克隆 抗体 在 
一 些 应 用 方面 仍 存在 缺陷 ;分子 质 量 大 (150KDa) 限制 其 组 织 穿 透 能 力 ;， 在 体 
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内 能 够 引起 免疫 反应 ， 进 而 中 和 抗体 活性 ; 半衰期 较 长 限制 其 在 分 子 成 像 中 的 应 

H: 生产 操作 复杂 、 生 产 成 本 高 。 随 着 分 子 生物 学 技术 的 飞速 发 展 ， 抗 体 分 子 小 

型 化 逐渐 成 为 基因 工程 抗体 的 主要 研究 目标 。 小 分 子 抗体 如 Fab. Fv, scFv 等 应 
运 而 生 ， 但 是 它们 在 稳定 性 、 亲 和 力 等 方面 有 待 进一步 改进 。 

1993 年 ， 科 学 家 在 骆驼 体内 发 现 天 然 缺失 轻 链 的 重 链 抗体 (Heavy chain 
antibodies, HcAbs P, 其 抗原 结合 域 可 变 区 ,也 被 称 为 VHH 或 纳米 抗体 (nanobody, 
Nb) (图 1)， 为 抗体 小 型 化 研究 提供 了 新 的 发 展 方向 。 随 后 ， 软 体 鱼 类 体内 也 发 
现 了 骆驼 体内 类 似 的 抗原 受 体 Cnew antigen receptor, NAR) Bl。 与 其 他 小 分 子 抗 
体 相 比 ， 纳 米 抗体 具有 如 分 子 质 量 小 〈12-15SKDa)、 亲 和 力 高 、 免 疫 源 性 低 等 独 
特 的 性 质 ， 使 其 在 疾病 诊断 及 治疗 方面 更 具 优 势 。 近 年 来 ， 多 种 纳米 抗体 药物 进 
入 临床 阶段 (图 2)。 
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1 传统 抗体 与 重 链 抗体 结构 示意 图 
Fig.1 The structures of conventional antibody and heavy-chain antibody 
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图 2 部 分 纳米 抗体 药物 的 研究 阶段 


Fig.2 The research stage of some nanobodies 
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喧 落 体 展示 等 体外 筷 选 技术 促进 纳米 抗体 表达 系统 的 发 展 , 由 于 纳米 抗体 具 
有 独特 的 结构 和 性 质 外 使 其 可 在 原核 及 真 核 细 胞 中 表达 。 本 文 综述 了 近年 来 纳 
米 抗体 及 其 衍生 形式 在 革 兰 氏 阴 性 菌 〈 大 肠 杆菌 )、 革 兰 氏 阳 性 菌 《〈 芽 孢 杆菌 、 
乳酸 杆菌 )、 酵 母 、 丝 状 真菌 、 昆 虫 细 胞 、 哺 乳 动 物 细胞 和 植物 细胞 中 表达 现状 ， 
包括 表达 系统 、 宿 主 、 载 体 特 点 、 载 体 构 建 方式 及 纳米 抗体 产量 等 方面 。 在 此 基 
fii E, 文中 从 分 子 水 平 、 表 达 水 平和 理性 设计 三 个 方面 探讨 了 提高 纳米 抗体 产量 
的 策略 ， 和 希望 为 纳米 抗体 同行 研究 者 提供 一 些 借鉴 和 思路 。 
1 纳米 抗体 的 表达 
1.1 原核 细胞 
1.1.1 大 肠 杆 菌 

大 肠 杆 菌 是 最 早 用 于 外 源 基 因 表 达 的 宿主 细胞 , 也 是 目前 应 用 最 广泛 的 重组 
蛋白 表达 系统 。 利 用 大 肠 杆 戎 表达 纳米 抗体 具有 几 个 优势 : 大 肠 杆菌 遗传 背景 清 
晰 、 基 因 操 作 简 单 、 易 培养 。 另 外 ， 大 肠 杆 戎 表达 系统 具有 成 熟 的 操作 方法 以 及 
大 量 常用 的 表达 载体 和 宿主 〈 表 1、 表 3)。 在 大 肠 杆 菌 中 表达 纳米 抗体 有 两 种 表 
达 策 略 : 信号 肽 介 时 的 周 质 表达 和 细胞 质 表 达 。 


表 1 大 肠 杆菌 中 表达 纳米 抗体 常用 的 表达 宿主 
Tablel The expression hosts for VHH production in E.coli 


参考 文献 菌株 特点 
[10][11] BL21(DE3) Ty AIA be BET DH ER PS T7 启动 子 的 表达 载体 (如 pET 系列 ) 
[12][13] Rosetta 可 增强 带 有 大 肠 杆 菌 稀有 密码 子 的 真 核 蛋白 的 表达 
[11] SHuffle EENAA, ARF H WEKA EE LE AT 
[14] Arctic Express 氏 温 诱导 菌株 
[15] HB2151 琥珀 终止 密码 子 非 抑 制 性 菌株 ， 实 现 蛋 白 展示 和 单 体 表达 的 转换 


大 肠 杆 菌 周 质 空 间 可 提供 一 个 氧化 环境 ,促进 二 硫 键 的 形成 ,有 利于 外 源 蛋 
白 的 正确 折合 。 介 导 重 组 绰 白 进入 周 质 常用 的 信号 肽 有 PelB、OmpA、PhoA 等 
U8], 信号 肽 经 信号 肽 酶 切除 后 ， 可 获得 目的 乍 白 。 纳 米 抗体 在 周 质 中 的 表达 量 
通常 较 低 ?20， 为 提高 纳米 抗体 在 周 质 的 表达 水 平 ， 可 将 纳米 抗体 与 标签 蛋白 进 
行 融 合 表达 。Behdani 等 上 将 假 单 胞 菌 外 毒素 A 与 纳米 抗体 融合 表达 ， 得 到 融合 
重 白 产量 约 为 9.2 mg/L. Salema 等 3 将 纳米 抗体 与 麦芽 糖 结合 绰 白 融 合 表达 ， 
将 融合 蛋白 的 产量 提高 到 12 mg/L. 
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重组 抗体 在 细胞 质 中 往往 以 包涵 体形 式 存在 P3, 这 种 方法 生产 的 抗体 产量 高 ， 
但 是 经 过 复杂 变性 、 复 性 手段 后 只 能 获得 部 分 有 活性 的 蛋白 质 多 。 在 大 肠 杆菌 谷 
胱 甘 肽 和 硫 氧 还 和 蛋白 缺陷 菌株 中 ， 共 表达 周 质 分 子 伴侣 二 硫 键 异 构 酶 (DsbC) 
或 琉 基 氧化 酶 (SO，〉， 能 够 促进 二 硫 键 的 正确 折 世 ， 提 高 纳米 抗体 在 细胞 质 的 
产量 [23536]。Shwffe 在 细胞 质 中 可 过 表达 DsbC 异 构 酶 。Habib 等 RP7l 在 Shuffe 中 表达 
纳米 抗体 ， 其 产量 可 达到 90-120 mg/L，BL21 周 质 诱导 表达 产量 仅 为 1-10 mg/L. 
研究 中 还 发 现 Shuffle 不 适用 于 表达 含 多 对 二 硫 键 的 蛋白 质 。Veggiani 等 R38] 将 纳米 
抗体 与 SO 共 表 达 ， 增 加 了 纳米 抗体 在 细胞 质 中 产量 ， 使 其 产量 达到 10-15 mg/L. 
纳米 抗体 与 DsbC 或 SO 共 表达 的 产量 比 在 周 质 中 的 产量 高 (至 少 10 倍 ), 且 表 达 的 
纳米 抗体 均 有 生物 活性 。 
1.1.2 芽孢 杆菌 

最 新 研究 显示 中 ，scFv 在 枯草 芽孢 杆菌 WB800N 中 达到 了 目前 最 高 胞 外 浓 
FE (130 mg/L)， 最 高 时 空 收 率 (8 mgL h 0. ZETEFT T Fs OY E E12) BE 
使 其 有 潜力 成 为 生产 抗体 的 重要 表达 系统 。Mizukami 等 Bo 在 桥 石 短 芽孢 杆菌 中 
表达 anti-NDOM-VHH， 在 100 mL 培养 基 中 获得 的 蛋白 分 泌 量 为 25-39 mg/L, 
E 3 L 的 发 酵 缸 中 流 加 培养 65 小 时 后 得 到 的 纳米 抗体 分 泌 量 高 达 3 gL。 研究 中 
使 用 的 BIC (Brevibacillus in vivo cloning) 质粒 构建 方法 极 大 简化 质粒 的 构建 过 
程 。 根 据 目 的 基因 播 入 的 位 点 不 同 ,pBIC 表达 载体 可 在 细胞 质 或 分 泌 表 达 和 蛋白 ， 
分 泌 表 达 时 产生 不 带 His-tag. N 端 带 His-tag 或 C 端 带 His-tag 的 蛋白 。 
1.1.3 乳酸 杆菌 

乳酸 杆菌 是 人 和 动物 肠 道内 重要 的 益生 菌 。 利 用 乳酸 杆菌 生产 抗体 , 通过 口 
服药 物 治疗 胃 肠 道 疾病 , 将 有 效 地 降低 生产 抗体 药物 的 成 本 。Pant 等 51 首次 利用 
分 泌 和 细胞 表面 展示 两 种 方式 生产 抗 轮 状 病毒 纳米 抗体 。 在 体外 实验 中 ,两 种 方 
式 表达 的 纳米 抗体 均 显 示 与 病毒 的 结合 能 力 , 在 小 鼠 实 验 中 , 仅 有 展示 在 乳酸 菌 
表面 的 纳米 抗体 能 有 效 缓解 小 鼠 痢 疾 的 病症 。Giinaydm 等 22 将 两 种 不 同 基因 表 
达 盒 插入 到 pAF900 表达 载体 上 ， 使 两 种 蛋白 在 一 个 载体 上 共 表 达 。 他 们 用 这 种 
载体 表达 了 识别 不 同 抗原 表 位 的 两 种 纳米 抗体 , 抗体 分 泌 浓 度 为 1-2 mg/L. 乳酸 
杆菌 生产 的 双 特 异性 纳米 抗体 中 和 毒素 的 能 力 是 单 体 混合 物 的 300 倍 , 双 特 异 纳 
米 抗 体能 有 效 延 长 小 鼠 的 存活 时 间 B3.。 利 用 益生 菌 生产 纳米 抗体 为 人 类 骨 肠 道 疾 
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病 的 口服 治疗 提供 了 新 的 方案 。 
1.2 真 核 细 胞 
1.2.1 酵母 细胞 

真 核 细 胞 具有 高 级 折 人 车、 翻译 后 修饰 等 功能 ， 这 些 特点 能 提高 抗体 (包括 全 
长 IgG) 的 分 泌 量 。 酵 母 是 一 种 低 等 的 单 细 胞 真 核 生 物 ， 相 对 于 其 他 真 核 细胞 来 
说 ， 其 生长 周期 短 ， 易 培养 ， 基 因 操 作 简 单 。 
酿酒 酵母 遗传 背景 清楚 ,长 期 应 用 在 食品 和 医药 工业 ， 安 全 可 靠 , 不 产生 毒 
素 ， 因 此 成 为 生产 抗体 的 重要 表达 系统 之 一 。Frenken 等 5 首次 在 酿酒 酵母 中 表 
达 纳 米 抗体 ， 摇 瓶 产量 可 达到 100 mg/L LAE. Thomassen 等 63 利 用 酿酒 酵母 在 
10 L 的 发 酵 缸 中 通过 流 加 方式 发 酵 生产 纳米 抗体 ， 发 酵 结 束 后 纳米 抗体 浓度 可 
达到 608 mg/L。 纳 米 抗体 J 区 某 些 氨基 酸 能 参与 内 质 网 中 分 子 伴侣 的 募集 ， 从 而 
缩小 酿酒 酵母 与 哺乳 动物 细胞 分 子 伴侣 机 制 的 差异 , 有 利于 纳米 抗体 折 苇 动力 学 ， 
进而 影响 纳米 抗体 在 酿酒 酵母 中 的 产量 6B9。 

毕 赤 酵母 是 甲醇 营养 型 酵母 ， 可 利用 甲醇 作为 其 唯一 碳 源 。 外 源 蛋 白 在 毕 赤 
酵母 胞 内 表达 或 分 泌 至 胞 外 。 分 泌 表 达 时 ， 毕 去 酵母 只 分 泌 很 少 的 内 源 和 蛋白 ， 外 
源 重 白 是 培养 基 中 的 主要 成 分 。 外 源 蛋 白 在 毕 赤 酵母 中 的 糖 基 化 程度 与 哺乳 动物 
细胞 糖 基 化 程度 相同 ， 降 低 了 外 源 蛋 白 的 免疫 原 性 。 与 酿酒 酵母 相 比 ， 毕 亦 酵 母 
更 适合 高 密度 培养 ， 外 源 和 蛋白 表达 量 是 酿酒 酵母 10 倍 以 上 ， 有 利于 工业 化 生产 。 
有 学 者 5 发 现 ， 毕 赤 酵 母 突 变 体 菌 株 更 适合 表达 重 白 。 然 而 ，Schotte SBIRI, 
突变 体 菌株 在 表达 纳米 抗体 时 会 迭 入 甲 氧 基 , 使 得 纳米 抗体 在 人 体内 能 够 引起 免 
疫 反 应 。Baghban 等 69 在 大 肠 杆菌 中 表达 纳米 抗体 的 产量 为 6-7 mg/L， 而 在 毕 炙 
酵母 中 的 产量 〈 摇 瓶 培养 ) 可 达到 16 mg/L. Ji MO) FY EB 7s FEE BE de iA 
anti-TNF-VHH-Fc， 与 大 肠 杆 菌 表达 的 VHH-Fc 相 比 40， 其 有 更 好 的 生物 活性 ， 
但 产量 却 仅 为 S mg/L. Hifi; Ablynx 公司 已 经 建立 成 熟 的 毕 赤 酵母 表达 系统 及 
纯化 工艺 ， 纳 米 抗体 产量 可 以 达到 g/L 的 水 平 器 。 

1.2.2 丝 状 真菌 

木 霉 和 曲霉 属 的 部 分 丝 状 真菌 具有 高 效 的 和 蛋白 分 泌 能 力 , 能 将 大 量 的 蛋白 质 
和 代谢 物 分 泌 到 培养 基 中 。 为 提高 抗体 的 表达 量 , 抗体 基因 片段 可 被 插入 到 表达 
载体 中 与 葡 糖 淀粉 酶 启动 子 及 葡 糖 淀粉 酶 的 N 端 进行 融合 表达 ， 同 时 引入 KexB 
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等 酶 切 位 点 ， 以 便 获 得 目的 蛋白 号 。 丝 状 真菌 中 蛋白 水 解 酶 能 够 降低 蛋白 质 的 产 
量 ， 可 通过 基因 效 除 技术 构建 蛋白 酶 缺陷 株 ， 减 少 和 蛋白 损失 。 Chrysosporium 
lucknowense C1 敲 除 三 个 蛋白 酶 基因 CDelta-alp1, Delta-pep4, Delta-alp2) 后 产生 
的 突变 体 已 经 成 功 地 应 用 于 大 规模 生物 反应 器 [%1。 

Okazaki 等 [首次 在 米 曲霉 (Aspergillus Oryzae) 表达 anti-EGFR-VHH， 产 
量 为 73.8 mg/L， 低 于 大 上 肠 杆菌 的 产量 300-800 mg/L, GlaB-VHH 融合 蛋白 在 
米 曲 霉 中 的 最 终 产量 可 达 610 mg/L, 培养 基 中 的 粗 产 量 为 1.35 g/L, GlaB-VHH 
为 纳米 抗体 高 表达 提供 了 可 能 。 但 是 作者 在 文章 中 并 没有 给 出 单 体 纳米 抗体 的 产 
量 ， 该 方法 的 稳定 性 也 有 待 验证 。 
1.2.3 昆虫 细胞 

昆虫 细胞 是 一 种 应 用 广泛 的 真 核 表 达 系 统 , 重组 杆 状 病毒 表达 体系 能 够 专 一 
ofc Ae BL. Pid RAIRE TUM S fü dy BE ( Autographica californica 
MNPV ，AcMNPV) 是 使 用 最 广泛 的 载体 。 重 组 杆 状 病毒 在 自然 界 生 存 短暂 ， 不 
能 感染 疹 椎 动物 ， 其 启动 子 在 哺乳 动物 中 是 失 活 的 , 因此 重组 杆 状 病毒 对 人 类 具 
有 安全 性 [中 。 强 启动 子 控制 下 的 外 源 基因 表达 蛋白 的 产量 占 昆 虫 总 蛋白 的 0.1% 
至 50%, 常 用 昆虫 细胞 系 包括 Sf-9 细胞 系 、Sf-21 细胞 系 、.DS2 细胞 系 和 High Five 
细胞 系 “BTI-TN-5B1-4)，High Five 细胞 系 分 泌 的 蛋白 产量 是 SLO 细胞 系 的 25 
音 ， 但 SEO 和 Sf-21 的 转 染 效率 更 高 ， 更 适 于 生产 高 滴 度 病毒 9。 

纳米 抗体 在 昆虫 表达 系统 中 实现 高 达 257 mg/L HE, m IgGs, scFv 及 
Fab 在 昆虫 表达 系统 中 产量 约 为 3-35 mg/L50， 强 启动 子 控制 下 结构 复杂 蛋白 可 
能 来 不 及 形成 正确 折 炙 及 翻译 后 修饰 SY, 导致 目的 蛋白 发 生 聚 集 , 降低 抗体 产量 。 
Vega 等 [5 在 昆虫 中 表达 的 anti-VP6-VHH 能 保护 小 猪 抵制 病毒 感染 和 有 效 减少 病 
毒 脱落 。 

1.2.4 哺乳 动物 细胞 

生产 重组 抗体 及 抗体 片段 目前 最 主要 的 细胞 是 CHO、NS0、Sp2/0、HEK293 
和 PER.C6 ( 表 3)。 大 多 数 文献 中 采用 CHO 生产 抗体 /抗体 片段 , 迄今 为 止 ,， 50% 
工业 上 生产 的 治疗 性 蛋白 仍然 由 CHO 生产 [31。 值 得 一 提 的 是 ， 被 批准 用 于 人 类 
疾病 治疗 的 单 克 隆 抗 体 仅 由 CHO、NS0 和 SP2/0 47741, 


表 2 哺乳 动物 细胞 常用 的 表达 细胞 系 
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Table2 The expression cell lnes of mammal 


细胞 来 源 特点 抗体 /抗体 片段 产量 参考 文献 
CHO 中 国 仓鼠 卵巢 细胞 产生 最 接近 天 然 状态 的 蛋白 质 ~1 g/L (batch) [55 
1-10 g/L (fed-batch) 
PER.C6 人 胚胎 视网膜 细胞 特异 性 腺 病毒 载体 永生 化 ， 高 细胞 密度 0.5 g/L (batch) [55 
8 g/L (fed-batch) [56 


27 g/L (perfusion) 


HEK293 A ane 贴 壁 生长 ， 瞬 时 表达 0.3g/L (batch) [57 
0.6 g/L fed-batch) [58 
NSO BUE BEJE ZM HE 胆固醇 营养 缺陷 型 , 缺乏 内 源 性 谷 氨 酰胺 合成 酶 0.1-0.2 g/L (batch) [55 


0.1-0.8g/L (fed-batches) 


哺乳 动物 细胞 最 适合 生产 治疗 性 抗体 ， 其 产生 抗体 的 免疫 原 性 最 小 。Bazl59] 
等 在 CHO 细胞 表达 了 anti-GFP-VHH， 并 且 建 立 了 稳定 表达 的 细胞 系 。VHH-Fc 
在 CHO 中 分 批 培 养 的 产量 可 达到 100 mg/L, Fc 与 纳米 抗体 融合 表达 , 可 延长 
纳米 抗体 的 半衰期 ， 激 活 其 它 免 疫 反应 ， 增 强 纳米 抗体 抗 病毒 的 能 力 ， 但 是 ，Fc 
没有 提高 纳米 抗体 穿越 血 脑 屏障 的 能 力 [664621。 
1.2.5 植物 

纳米 抗体 已 经 在 高 等 植物 中 表达 成 功 。 在 水 稻 种 子 中 纯化 得 到 的 anti-murine 
TNF-VHH， 能 够 有 效 中 和 抗原 、 抑 制 小 鼠 关节 炎 [9]。 植 物 表达 系统 成 本 低 、 可 
规模 化 生产 、 无 毒素 和 病毒 污染 、 可 控 糖 基 化 、 产 物 集中 在 特定 的 器 官 如 叶子 或 
种 子 ,但 最 终 抗 体 浓度 通常 较 低 59。 拟 南 芥 种 子 中 成 功 表达 了 VHH 和 VHH-Fc!!, 
VHH 产量 占 总 可 溶 蛋白 的 0.13%， 而 VHH-Fe 占 16.25%. Fc 在 增加 蛋白 积累 量 
的 同时 也 导致 部 分 蛋白 的 降解 。Anti-a-Cbtx-VHH-Fc 在 新 鲜 烟 草 叶 子 中 产量 为 
129.5 mg/kgll. 
2 提高 纳米 抗体 产量 的 策略 
2.1 分 子 水 平 

影响 外 源 基因 在 不 同系 统 中 表达 的 因素 有 很 多 , 由 于 基因 片段 自身 的 结构 特 
点 , 不 同 基因 的 表达 水 平 也 有 很 大 不 同 。 不 同 生 物 或 同 种 生物 不 同 的 蛋白 编码 基 
因 ， 对 简 并 密码 子 使 用 频率 具有 一 定 的 偏好 性 。 单 细胞 生物 体 中 ， 如 酿酒 酵母 和 
细菌 大 肠 杆菌 ， 基因 密码 子 偏好 性 与 其 翻译 效率 有 关 [6569。 利 用 基因 合成 设计 技 
术 对 基因 编码 序列 进行 密码 子 优化 , 使 其 翻译 效率 最 大 化 ， 可 有 效 增加 蛋白 质 的 
表达 量 [6691。 表 达 速 率 控制 是 与 重组 抗体 产量 相关 的 一 个 重要 因素 (9 ， 基 于 lac 
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启动 子 及 其 衍生 启动 子 能 够 实现 抗体 及 抗体 片段 的 更 高 产量 。 大 肠 杆菌 中 可 通过 
提高 蛋白 折 冯 效率 增加 重组 蛋白 可 溶性 ,分 子 伴 但 CGroEL/GroES 等 ) RIAN 
(Dsb KREG) 过 表达 细胞 (SHiyNe)， 均 可 提高 重组 抗体 的 产量 0021。 另 外 ， 
目的 基因 与 其 他 高 效 表达 蛋白 序列 融合 表达 也 常常 被 用 来 提高 重组 抗体 的 产量 ， 
如 假 单 胞 菌 外 毒素 A、 硫 氧 还 蛋白 、SUMO、 麦 芽 糖 结合 蛋白 等 2.71221。 通 过 
位 点 整合 构建 酿酒 酵母 多 拷贝 表达 载体 可 提高 目的 产物 产量 
2.2 表达 水 平 

其 他 提高 重组 蛋白 可 溶 表达 产量 的 策略 还 包括 表达 系统 、 表达 宿主 及 表达 载 
体 的 选择 、 细 胞 培养 条 件 的 优化 等 。 原核 表达 系统 适合 表达 不 需要 糖 基 化 的 小 分 
子 抗体 ， 如 scFv，VHH 等 I， 真 核 表达 系统 能 够 对 重组 蛋白 进行 糖 基 化 等 翻译 
后 修饰 , 适合 表达 治疗 性 抗体 04, 优化 大 肠 杆菌 宿主 细胞 可 提高 生产 过 程 中 质粒 
的 稳定 性 ， 从 而 可 提高 抗体 的 产量 。Zhao 等 通过 优化 宿主 细胞 ， 使 抗 人 卵巢 癌 x 
抗 人 CD3 单 链 双 特 异性 抗体 产量 达到 了 1.2g/L， 是 优化 之 前 产量 的 3 倍 ra。 表 
~ 达 载 体 的 特点 及 用 途 如 表 3 所 示 。。 表达 载体 、 宿主 菌 和 培养 条 件 的 最 佳 组 合 才能 
N 实现 抗体 的 高 效 生产 。 


表 3 表达 载体 
Table3 expression vectors 
表达 载体 特点 及 用 途 表达 系统 ”参考 文献 
pET 系列 T7RNA 聚合 酶 诱导 蛋白 表达 肠 杆菌 [10][12] 
pMSK SUMO 标签 ， 促 溶 作用 明显 ， 可 用 于 蛋白 的 可 溶性 表达 肠 杆菌 76] 
pMAL MBP 标签 ， 具有 促 溶 和 纯化 作用 肠 杆菌 22] 
Phen6/pComb3x 唉 菌 粒 载体 ， 含 有 琥珀 终止 密码 子 ， 可 用 于 抗体 的 筛选 和 可 溶性 表达 肠 杆菌 [77][13] 
pBIC 可 构建 细胞 质 表 达 或 分 泌 表 达 载 体 ， 带 his-tag 或 不 带 his-tag 芽孢 杆菌 30] 
pLP501 ldh 启动 子 ， 氮 共和 红 霉 素 抗 性 ，PrtP KAS HK 乳酸 杆菌 31] 
pAF900 Apf 启动 子 ，apf 基因 信号 肽 ， 具 有 prtP 锚 定 区 ， 可 用 于 蛋白 的 分 泌 表 达 或 乳酸 杆菌 32] 
展示 细胞 表面 表达 
pUR4548 来 源 于 pSY1 载体 ，SUC2 信号 肽 ， 用 于 蛋白 的 分 泌 表 达 酿酒 酵母 34] 
pPink-HC AOXI 启动 子 ，4DE2 筛选 基因 ， 可 用 来 进行 蛋白 的 胞 内 表达 毕 赤 酵母 39] 
pPICZaA TURE, AwiddkDBOESR. FAT AA WMI HERIR] 40] 
pISI-GFP T 188: (Rhizopus oryzae) 脂肪 酶 的 N 末端 区 域 28 个 氨基 酸 的 片段 , sodM XWA 44] 
启动 子 ，glaB 终止 子 
phlACB hlyA JAS T, glaB 终止 子 OK HH s 46] 
pFastMelB2 有 具有 来 自 蜜蜂 的 信号 肽 昆虫 细胞 49] 
pcDNA3.1(-)-hygro CMV 启动 子 ， 可 用 于 蛋白 质 在 哺乳 动物 细胞 内 的 高 表达 哺乳 动物 59] 
pTT 系列 具有 两 个 表达 盒 ， 强 CMV 启动 子 控制 目的 基因 的 表达 ， 弱 SV40 启动 子 控 ”哺乳 动物 60] 
ft E X IE ER CE EE DA 
pINFUSE-hIgG1-Fel —hEFI-HTLV 启动 子 ， 带 有 人 源 IgG 的 Fe 段 ， 可 用 于 融合 表达 VHH-Fc 哺乳 动物 61] 
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pFUSE-hIgGle5-Fe2 4 AJ IgG 的 Fe 段 ， 可 用 于 融合 表达 VHH-Fc 哺乳 动物 [62] 
pZH2Bik45-G1B 具有 两 个 启动 子 ，prolamin 启动 子 控制 目的 基因 的 过 表达 ，mUbi 启动 子 控 植物 [63] 
制 RNAi 的 表达 , RNAi 能 够 抑制 水 稻 内 源 性 醇 溶 蛋 白 和 谷 蛋 白 A 储存 蛋 
pPphasGW 具有 B-phaseolin 基因 的 启动 子 Pphas 和 拟 南 芥 种 子 储存 蛋白 基因 的 信号 肽 植物 [64] 
282 


培养 条 件 优化 包括 温度 、pH、 培 养 基 、 添 加 剂 ( 甲 醇 、 山 梨 醇 等 ) 及 培养 
方式 等 方面 。 在 25~37'C 时 ， 大肠 杆菌 中 重组 蛋白 通常 以 可 溶 形式 存 在 , 在 37°C 
以 上 诱导 表达 , 则 容易 形成 包涵 体 rsl。 在 纳米 抗体 培养 过 程 中 使 用 营养 成 分 丰富 
的 培养 基 及 维持 PH 稳定 有 助 于 细胞 生长 ， 使 细胞 维持 高 密度 ， 有 利于 抗体 产量 
的 提高 叫 。Rahbarizadeh 等 [9 研究 发 现 ,在 毕 赤 酵母 的 培养 基 中 加 入 适量 的 山梨 
醇 、 酸 水 解 栈 蛋白 或 EDTA 可 以 提高 纳米 抗体 的 产量 。 生产 系统 和 生产 方式 也 会 
影响 抗体 产量 ， 生 物 反 应 器 中 的 细胞 密度 是 摇 瓶 100 倍 左右 ，LEX 鼓 泡 式 生物 
反应 器 生产 anti-MUCI scFv 抗体 片段 的 产量 是 摇 瓶 30-40 9:680, 流 加 培养 的 抗 
体 产 量 高 于 分 批 培养 55。 

相关 研究 结果 发 现 操 ， 在 毕 赤 酵母 中 ， 较 高 pH 可 提高 ALX-0171 的 产量 。 
pH6.0 时 ， 纳 米 抗体 产量 为 5.2 g/L, pH6.6 时 ， 纳 米 抗体 产量 为 9.3 g/L. Kb, 
增加 甲醇 的 量 会 导致 ALX-0171 产量 降低 。 较 高 温度 可 减少 不 成 对 半 胱 氨 酸 突变 
体 的 产生 ， 如 果 诱 导 时 间 增 加 ， 可 能 由 于 自发 氧化 , 不 成 对 的 半 胱 氨 酸 突变 体 也 
会 减少 ， 但 是 较 高 温度 会 增加 蛋白 降解 。 
2.3 理性 设计 
理性 设计 是 蛋白 质 进化 的 一 种 方式 ,通过 对 蛋白 结构 、 功 能 等 进行 模拟 分 析 ， 
设计 突变 位 点 并 进行 定点 突变 ， 以 期 获得 有 利 突变 体 ， 具 有 目的 性 。 利 用 分 子 模 
拟 及 分 子 对 接 技术 对 目的 蛋白 可 溶性 、 稳 定性 以 及 分 子 之 间 相 互 作用 等 进行 分 析 ， 
寻找 影响 纳米 抗体 产量 的 关键 氨基 酸 ， 结 合 定点 突变 、 框 架 区 或 CDRs 交换 ， 获 
得 高 产量 和 高 质量 的 功能 蛋白 分 子 。Soler 等 [3 利用 分 子 动力 学 模拟 和 分 子 对 接 
相 结 合 的 方法 ， 提 出 了 HADDOCK 程序 新 的 应 用 ， 即 用 来 预测 纳米 抗体 有 效 产 
量 和 影响 蛋白 结构 域 稳定 性 残 基 的 信息 。 与 不 考虑 分 子 间 相 互 作用 的 评分 方法 相 
比 ， 该 策略 能 更 精确 地 预测 纳米 抗体 的 有 效 产量 。 
3 结论 与 展望 

每 种 表达 系统 都 有 其 优点 和 缺点 ,不 存在 普 适 性 的 抗体 表达 系统 , 在 选择 表 


达 系 统 时 ， 应 基于 对 实验 室 条 件 、 抗 体 结构 、 功 能 及 用 途 等 的 充分 认识 。 
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大 肠 杆 于 是 抗体 噬 芳 体 展示 技术 中 使 用 的 表达 宿主 , 可 以 在 不 改变 生产 系统 


的 情况 下 进行 抗体 产生 和 表达 。 大肠 杆 请 中 表达 的 抗体 片段 主要 以 分 泌 到 周 质 中 
的 形式 存在 , 然而 从 周 质 中 提取 和 蛋白 的 产量 通常 较 低 。 芽孢 杆菌 和 乳酸 杆菌 都 是 
ARREK, 没有 外 膜 ， 可 直接 在 培养 上 清 中 分 离 纳米 抗体 , 但 是 革 兰 氏 阳 性 


阔 的 表达 系统 还 处 在 发 展 阶段 。 原 核 细胞 中 


yz Bak OBL 


抗体 难以 在 细菌 中 表达 ， 从 而 限制 了 纳米 抗体 在 临床 上 的 应 用 。 


低 等 真 核 细 胞 


酵母 ， 能够 对 蛋白 质 进 行 翻译 后 修饰 , 但 全 长 免疫 球 蛋 白 在 


1， 导 致 VHH-Fc 


- 


母 中 的 表达 依然 存在 困难 。 丝 状 真菌 已 经 广泛 应 用 于 食品 和 生物 技术 产业 , 但 在 
多 数 丝 状 真菌 中 难以 获得 高 分 泌 效 率 的 菌株 昆虫 表达 系统 能 提供 较 好 的 蛋白 质 
折 县 及 翻译 后 修饰 ， 成 本 比 哺乳 动物 低 。 但 是 ， 昆 虫 表达 系统 不 够 成 熟 ， 没 有 稳 


定 表 达 的 细胞 系 及 成 熟 的 操作 技术 。 植物 表达 系统 适合 大 规模 生产 抗体 ， 然 而 其 


= 基因 操作 复杂 。 此 外 ， 从 植物 中 分 离 纯化 纳米 抗体 也 比较 困难 。 哺 乳 动物 表达 治 
~ 疗 性 抗体 成 本 相对 较 高 , 但 最 高 产量 的 抗体 仍 是 由 哺乳 动物 细胞 产生 。 不 同 的 表 
达 系 统 中 纳米 抗体 表达 情况 如 表 4 所 示 。 


表 4 纳米 抗体 在 宿主 中 的 表达 


Table4 Expression of nanobodies by host 


Host Nb format Antigen Yield Comments Ref 
n E.coli 
: : = BL21(DE3) VHH urokinase-type 3.5 mg /2.1 mg 5L culture 19] 
í (2 different) plasminogen activator 
BL21 VHH GPA 1 -10 mg/L IL shake flask 27] 
SHuffle VHH GPA 90-120 mg/ IL shake flask 21] 
HM140 MBP-VHH GFP or human fibrinogen 12-16 mg/L shake flask 22] 
WK6 VHH-PE VEGFR2 9.2 mg/L shake flask 21] 
Rosetta VHH CD20 3-10mg/L shake flask 83 
BL21 VHH Crylle 1.125mg/L shake flask 20] 
WK6 VHH testostero 3.9/3.5/2.5mg/L shake flask 84 
WK6 VHH VEGF 0.3-0.8 g/L shake flask 45] 
WK6 VHH H7N2 5.72/6.89/4.71/6.77/ shake flask 85 
(6 different) 6.42/6.12mg/L 
Rosetta VHH AFP 10mg/L shake flask 86 
Rosetta(DE3) VHH mycotoxin 30 -40 mg/L shake flask 12] 
deoxynivalenol 
WK6 VHH CrylFa >10 mg/L shake flask 87] 
WK6 VHH Hottentotta saulcyi venom 2mg/L = 88] 
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Non-suppressor 
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Lactobacillus 


Yeast 
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Pichia pastoris 
Pichia pastoris 


Pichia pastoris 


Saccharomyces 
cerevisiae 
Saccharomyces 
cerevisiae 
Saccharomyces 


cerevisiae 


Y. lipolytica 
Filamentous 
fungi 
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oryzae 
Aspergillus 
oryzae 
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Mammalian cells 
HEK293T cells 
CHO 
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(11 different) 
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VHH 


VHH 
VHH 

(2 different) 
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(2 different) 
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PCT 4.5-10.3mg/L 
RVA 9.2mg/L 
BoNTs 5-7mg/L 
BoNTs 55-57mg/L 
EGFR 200/130mg/L 
EGFR 220/140mg/L 
IZUMO1 pre 3 g/L 
HIV 4mg/L(Secretion 
concentration) 
Rotavirus 1-2mg/L(Secretion 
concentration) 
BoNT 16mg/L 
MUCI 10-15 mg/L 
TNFa 5 mg/L 
AahP 17mg/L 
flagellin 31/153 mg/L 
» 100mg/L (Secretion 
concentration) 
azo-dye RR-6 production rate 
0.213 
g.[kgdryweight] hr! 
African trypanosomes 30 mg/L 
EGFR 21/73.8mg/L 
human chorionic 610mg/L 
gonadotropin 
Rotavirus 257 mg/L of protein 
extract 
human Ap 50mg/L 
= 100mg/L 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Shake flask 


Shake flask 


shake flask 
fed-batch 1 L shake 
flask 
fed-batch 1 L shake 
flask 
fed-batch 3L scale 


shake flask 
1 L baffled flasks 
1L flask 


Small-scale 


shake flask 


15 n? fed-batch 


fermentation 


shake flask 


Sakaguchi flask 


baculovirus 


PEI 


shake flask 
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Nicotiana VHH-Fc a-Cobratoxin 129.50 mg/kg Agrobacterium [15] 
benthamiana strains 
Arabidopsis VHH PSA 0.13% VHH of total Agrobacterium [64] 
seeds soluble protein strain C58CIRifR 
Arabidopsis VHH-Fc PSA 16.25% VHH-Fc of Agrobacterium [64] 
seeds total soluble protein strain C58CIRifR 


提高 纳米 抗体 的 生产 水 平 将 能 够 显著 降低 成 本 。 可 以 从 三 个 方面 提高 纳米 抗 


体 的 产量 : 基因 水 平方 面 ， 对 目的 基因 序列 的 修饰 及 载体 表达 元 件 的 优化 等 ; 
达 水 平方 面 ， 对 表达 系统 、 窒 主 、 载 体 的 选择 及 培养 条 件 的 优化 等 ,理性 设计 方 


H, 


利用 生物 信息 学 ， 结 合体 外 突变 技术 ， 和 筛选 高 产 菌 株 。 
与 传统 抗体 相 比 ， 纳 米 抗体 独特 的 性 质 如 分 子 量 小 、 高 亲和力 、 低 免疫 源 性 


等 ， 扩 宽 了 其 在 诊断 和 治疗 上 的 应 用 。 目 前 ,在 研 的 纳米 抗体 药物 涉及 炎症 、 血 


液 、 


甸 床 实验 中 展现 了 广阔 的 应 用 前 景 。 本 文 对 


纳米 抗体 在 原核 及 真 核 表 达 系 统 的 生产 及 产量 提高 策略 进行 综述 , 以 期 为 纳米 抗 
体 同 行 研究 者 提供 一 些 借鉴 , 开发 出 更 高 效 的 纳米 抗体 表达 系统 , 降低 生产 成 本 ， 
使 纳米 抗体 得 到 更 广泛 的 应 用 。 
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